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Ⅰ、略語集 
DMSO：dimethyl sulfoxide 
ucRNA：ultraconserved RNA 
PCR：polymerase chain reaction 
TUCRNA：transcribed ultraconserved RNA 
siRNA：small interfering RNA 
AFP：α-fetoprotein 
PIVKA-2：protein induced by vitamin K absence or antagonist-Ⅱ 
cDNA：complementary DNA 
UICC：Unio Internationalis Contra Cancrum 
miR：microRNA 
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Ⅱ、要約 
【背景・目的】 
 ヒト、マウス、ラットの三生物種で完全に保存された 200 bp 以上の超保存領域が
481個存在する。これらから転写される long non-coding RNA (ucRNA)は種々の癌腫
で異常な発現を示すことが報告されている。肝細胞癌の発症に関与する ucRNA を同定
して機能解析を行い、バイオマーカー・治療標的としての有用性を明らかにすること
を目的として研究を行った。 
【方法と結果】 
 481個の超保存領域のうち、タンパクコード領域とオーバーラップせず、タキフグ・
ニワトリとも完全に保存された 95領域から転写される ucRNAを検出するカスタム PCR
アレイを作成し、肝切除を行った肝癌患者の腫瘍組織における ucRNAの発現を網羅的
に解析した。計 9例の患者における検討の結果、肝癌特異的に高発現する ucRNAとし
て uc.353 の転写産物が同定され、TUC353 と名付けた。計 14 例の腫瘍組織における
TUC353の発現量を定量 PCR で検討した結果、10例（71.4 ％）の症例において、TUC353
の高発現を認めた。肝癌患者の臨床背景と TUC353 の発現の関連を検討したところ、
TUC353 高発現は、腫瘍マーカーAFP-L3 分画との相関を認め、TUC353 の肝細胞癌の悪
性度との関連が示唆された。ヒト肝癌細胞株（HepG2、Hep3B、Huh-7、PLC/PRF/5）に
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おいて TUC353 の発現を siRNA を用いて抑制した結果、すべての細胞株において足場
依存性細胞増殖が抑制された。HepG2細胞に TUC353 siRNA を導入して発現を抑制し、
cDNA マイクロアレイを用いて網羅的遺伝子発現プロファイリングを行い、TUC353 の
関与する生物学的機能を探索した。TUC353の抑制により、計 527個の遺伝子が 2倍以
上の発現変動を示し、181 個に発現上昇を、346 個に発現低下を認め、遺伝子オント
ロジー解析の結果、転写活性・アポトーシス・細胞接着を含む 15 のオントロジーが
抽出された。siRNAによる TUC353の発現抑制は、HepG2細胞において、ソラフェニブ
によるアポトーシスの誘導を 25 ％増加させ、コラーゲンコートディッシュへの接着
性を 30 ％低下させた。 
【結論】 
 肝細胞癌に特異的に高発現する超保存領域の転写産物として TUC353 を同定した。
TUC353は、肝細胞癌の悪性度に関連し、肝癌細胞の増殖・アポトーシス・細胞接着の
制御への関与が明らかとなった。TUC353は肝細胞癌の新規のバイオマーカー、および、
治療標的となり得る可能性が示唆された。 
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Ⅲ、研究背景 
肝細胞癌は世界において男性で 5番目に多く、女性では 7番目に多い癌であり、癌
による死亡では 3番目に多い癌腫である 1)。本邦では肝癌による死亡者は第 5位に位
置し、その死亡者数は年間 3万人を超え、極めて深刻な問題である 2)。肝細胞癌の発
症は 50-60歳代から急増し、社会的かつ経済的損失が大きい。限局した肝細胞癌に対
してはラジオ波焼灼療法 3)、肝動脈化学塞栓療法 4)、外科的切除 5)あるいは肝移植 6)
が行われ、一定の効果を上げているが、脈管浸潤や遠隔転移を有する症例に対しては
全身化学療法のみがその治療オプションであることが多く、予後は極めて不良である。
早期のステージで肝切除などの根治治療を行っても、非常に高い再発率のため多くの
患者は進行癌となり、5 年生存率は男性で 33.5 ％, 女性で 30.5 ％、10 年生存率は
男性で 9.6 ％、女性で 9.1 ％と極めて不良である 7)。 
化学療法に耐性を示す進行肝細胞癌の治療は困難を極める。肝細胞癌は従来の抗癌
剤に抵抗性を示し、予後延長効果を有する化学療法のレジメンは存在しない。2009年
に本邦においては、肝細胞癌に対する全身化学療法としてチロシンキナーゼ阻害作用
を持つ分子標的薬ソラフェニブ 8)が市販された後、2017年にレゴラフェニブ 9)、2018
年にレンバチニブ 10)が承認され、その予後改善効果が報告された。これらの分子標的
薬の主な作用は、腫瘍血管を形成する血管内皮細胞の増殖を抑制することによる腫瘍
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の血管新生阻害であり、腫瘍細胞に対する直接の効果は乏しいと考えられている。肝
細胞癌に対する分子標的薬治療で腫瘍の縮小が得られる頻度は極めて低く、その予後
延長効果はわずか数か月にとどまる。この進行肝細胞癌治療の限界を克服するために
は、新たなアプローチで肝癌の生物学的特性を明らかにし、有効な新規治療を確立す
ることが緊急の課題である。 
本邦の肝細胞癌のほとんどは B 型肝炎・C 型肝炎を背景に発症し、増殖・炎症など
複数のシグナル異常がその発癌・進展に関与すると報告されているが、その詳細はい
まだ明らかにされていない。一般に癌の発生は、増殖などに関与する特定の遺伝子に
変異が生じ、ドライバー変異として癌の進展に寄与すると考えられており、ドライバ
ー変異によりもたらされる生物学的機能異常を標的として、多くの薬剤の開発がなさ
れているのが現状である 11)。肝細胞癌においては、ドライバー変異と考えられる共通
の遺伝子変異の存在は明らかにされておらず、β-カテニン、p53の変異が 20-30 %程
度に認められるのみで、その病態解析と治療薬開発を困難にしている 12)。 
近年、タンパク質をコードしない機能性 RNAの一種である miRNAがほとんどのタン
パク質の発現制御に関与していると報告され、生物学的機能の調節の中枢を担う重要
な分子として認識されている。ヒトゲノムにおけるタンパク質コード領域は全体のわ
ずか 3 ％程度であるが、従来ジャンクと考えられていた領域を含め、ゲノムのほとん
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どの領域に転写活性があることが報告されている 13, 14)。タンパクをコードする mRNA
以外の RNAを広義に non coding-RNAと呼ぶが、一般的には ribosomal RNAと transfer 
RNA を除いたものを指す。長さで分類し、200 塩基以下の small non-coding RNA と
200塩基以上の long non-coding RNA に大別される。高等生物ほどタンパク質非コー
ド領域からの転写産物が多いことが報告されており、non-coding RNA が高等生物の
複雑性を担っている可能性がある 15)。最終産物であるタンパク質のみを機能分子とと
らえた場合に解明が困難であった事象が機能性 RNA により解明されつつあり、miRNA, 
long non-coding RNA などの機能性 RNAの発現異常が、癌をはじめとする種々の疾患
に寄与することが報告され、新規バイオマーカーあるいは治療標的として有望視され
ている。 
2004 年、Bejerano らによりヒト、マウス、ラットの三生物種の間で完全に保存さ
れた 200 bp以上の塩基配列がゲノム上に 481領域存在することが報告された 16)。こ
れらの領域は三生物種の共通の祖先が存在した 8000 万年前から保存されていると推
定され、ultraconserved elements（超保存領域）と名付けられた。超保存領域はゲノ
ム上にランダムに分布しているわけではなく、その多くはタンパク非コード領域に存
在し、かつ、分化・発達に関与する遺伝子および転写因子の近傍に位置することが判
明し、生物学的に重要な意味を持つことが強く示唆された。さらに、2007 年にヒト正
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常組織において超保存領域のほとんどから RNAが転写されていることが Calinらによ
り示され、ultraconserved RNAs (ucRNAs)と名付けられた 17)。ucRNAsは白血病・大腸
癌において正常と異なる発現プロファイルを示すことが報告され、がんの発生・進展
に寄与することが示唆された 17, 18)。2010 年に Braconi らは、肝癌細胞株 HepG2 に高
発現する ucRNAを発見し、TUC338と名付け、ヒト肝癌組織で高発現し、肝癌の増殖を
制御することを報告した 19)。しかしながら、超保存領域とその転写産物である ucRNAs
は生物学的に重要な役割を持つことが強く示唆される一方で、個々の ucRNA に関して
の機能解析（発現調節機構、蛋白質・DNA・RNA など他の分子とのインタラクションな
ど）はほとんど明らかにされていない。今回超保存領域の中でタンパクにコードされ
ていない RNA、中でも塩基の長さで 200塩基以上と定義される long non-coding RNA
の肝癌における発現について検討することとした。 
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Ⅳ、研究目的 
 背景肝組織と比較して肝癌組織に特異的に発現する ucRNAs を同定してその生物学
的機能を明らかにすると共に、新規のバイオマーカーおよび治療標的としての有用性
を評価することを目的とした。 
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Ⅴ、研究方法 
1, 対象患者 
2015 年 4 月から 2017 年 10 月までに東北大学病院総合外科(旧移植・再建・内視鏡
外科)で切除された肝細胞癌計 14例を対象とした。すべての患者において病理学的に
肝細胞癌と診断した。手術直前の CT および MRI による画像診断、血液検査を用いて
腫瘍径・腫瘍個数・脈管侵襲などの腫瘍因子、および腫瘍マーカー（AFP、AFP-L3 分
画、PIVKA-II）を評価した。TNM分類を UICC第 7 版に基づき決定した。本研究は、東
北大学医学部倫理委員会(2016-1-787)の承認を得て遂行した。 
 
2, 腫瘍組織と背景肝組織の解析 
切除された肝細胞癌の腫瘍組織・対応する背景肝組織を解析に用いた。腫瘍組織お
よび背景肝組織は切除後速やかに小切片に切開し、耐冷容器（Safe-Lock Tubes 2.0 
ml, Eppendorf, Hamburg, Germany)内で、RNA later solution (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) 200 μlを浸透させた後に液体窒素で凍結し、解析まで-80 ℃
で保存した。症例 1-9の切除検体についてカスタム PCRアレイプレートを用いた ucRNA
の網羅的解析を行った。すべての症例（計 14 例）を対象に個別の ucRNA の発現解析
を施行した。 
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3, 試薬 
ソラフェニブは Toronto Research Chemicals Inc.(Toronto, Canada)から購入し
た。DMSOで 100 mMに調整し、－80 ℃の冷凍庫で保存した。 
 
4, ヒト肝癌細胞株 
 ヒト肝癌細胞株、HepG2、Hep3B、Huh-7、PLC/PRF/5 および、正常ヒト肝細胞 HuS-
E/2 を解析に用いた。ヒト肝癌細胞株は、東北大学加齢医学研究所、医用細胞資源セ
ンター・細胞バンクから供与された。正常ヒト肝細胞は京都大学ウイルス研究所より
供与された。ヒト肝癌細胞株はコラーゲンコート細胞培養皿（100 mm/Collagen-
Coated Dish, IWAKI, 静岡）上に、10%の牛胎児血清（Fetal Bovine Serum, Biosera, 
Nuaillé, France）、1％の抗生物質（Penicillin-Streptomycin Solution, 富士フィ
ルム和光純薬, 大阪）を含有するダルベッコ液体培地（Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium, Gibco, Palo Alto, CA, USA)を用いて 37 ℃、5 ％CO2の環境下に培養した。
ヒト肝癌細胞株は、70－80 ％コンフルエントの状態でトリプシン処理を行い 3－4日
ごとに継代し、継代 10 回以内の細胞を解析に用いた。ヒト正常肝細胞も肝癌細胞株
と同様に 70-80 ％コンフルエントの状態でトリプシン処理を行い 3－4日ごとに継代
して使用した。ヒト正常肝細胞培養に使用した培地は 2007 年の Hussein らの報告に
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基づいた組成で作成した 20)。 
 
5, ヒト肝癌組織からの RNA抽出 
 －80 ℃で RNA later solution中に保存された肝癌切除検体を氷上で解凍し、滅
菌したクーパー剪刀でさらに小切片に切開した。小切片を RNA 抽出試薬(TRIzol 
Reagent, Ambion, Austin, TX, USA) 1000 μlで溶解した後、200 μlのクロロホル
ム(富士フィルム和光純薬)を加え、マイクロ冷却遠心機(Kubota, 東京)を用いて 4 ℃
下に 12000 gで 15分間遠心した。2層に分離したうちの上層を回収し、500 μlのイ
ソプロピルアルコール(富士フィルム和光純薬) を添加して RNA を沈降させた。沈降
したペレットを 600 μl の 75 ％エタノール(富士フィルム和光純薬)で 2 回洗浄し、
乾燥した後に 20 μlの超純水（UltraPure Distilled Water, DNAse free, RNAse 
free; Invitrogen)で懸濁した。回収した RNA の濃度を吸光度計（NanoDropTM, 
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)を用いて測定し、解析に用いるまで-
80 ℃の冷凍庫で保存した。 
 
6, ヒト肝癌細胞からの RNA抽出 
10 cmの細胞培養皿上に培養したヒト肝癌細胞株（70－80 ％コンフルエント）をリ
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ン酸緩衝生理食塩水（Phosphate Buffered Saline, PBS; Gibco）で 2 回洗浄し、
TRIzol Reagent(Ambion) 750 μlを添加して、細胞を溶解して回収した。200 μl
のクロロホルム(富士フィルム和光純薬)を加え、4 ℃下に 12000 gで 15分間遠心し、
上層を回収した。500 μlのイソプロピルアルコール(富士フィルム和光純薬)を添加
して RNA を沈降させ、75 ％エタノール(富士フィルム和光純薬)で 2 回洗浄し、乾燥
した後に 20 μlの超純水で懸濁した。抽出した RNAの濃度を吸光度計（NanoDropTM; 
ThermoFisher Scientific)を用いて測定し、解析に用いるまで-80 ℃の冷凍庫で保存
した。 
 
7, ucRNAカスタム PCR アレイプレートの作成 
ucRNAカスタム PCRアレイを自作するに当たり、481個の超保存領域のうち 95個を
選抜した。肝細胞癌特異的に発現する機能性 RNA を効率よく同定するために、481 個
の超保存領域のうち、タンパクコード領域とオーバーラップする 325個の超保存領域
を除外した（図 1A）。残り 156 個のタンパクコード領域とオーバーラップしない超保
存領域のうち、タキフグおよびニワトリにおいても完全に保存された超保存領域、計
95個を解析対象とした（図１A）。95個の超保存領域からの転写産物（ucRNA）を定量
PCRで解析するプライマーセット（Primerdesign, Camberley, United Kingdom）、お
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よび、内部標準として small RNA U6 のプライマーセット（Invitrogen）を 750 nMの
濃度で 2 μlずつ 96穴の PCRプレート（MicroAmpTM Fast Optical 96-well  Reaction 
Plate with Barcode, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）に分注してカス
タム PCRアレイプレートを作成した（図 1B）。 
 
8, 肝癌組織におけるカスタム PCRアレイプレートを用いた ucRNAs発現
の網羅的解析 
 肝癌組織から抽出した RNAを超純水を用いて 50 ng/μlの濃度に調整した。50 ng/
μl の RNA溶液 50 μlを DNA-freeTM kit(Invitrogen)を用いて DNase処理を行った。
逆転写酵素（High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems)
を用いて相補的 DNA(cDNA)を合成した。カスタム PCR アレイプレートの各 well 当た
りにテンプレート cDNA溶液 0.02 μl、PCRマスターミックス（Power SYBR Green; 
Applied Biosystems） 2.5 μl、超純水 0.48 μl を添加し、各 well内のプライマー
セットの最終濃度が 300 nMとなるように調整し、リアルタイム PCRシステム（StepOne 
Plus Real Time PCR System; Applied Biosystems)を用いて解析した。反応条件と
して、50 ℃ 2分、95 ℃ 10分の初期変性ののち、変性を 95 ℃ 15秒、アニーリン
グと伸長反応を 60 ℃ 1 分で計 50サイクル施行し蛍光シグナルを検出した。各増幅
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曲線から threshold cycle 数（CT）を決定し、テンプレート cDNAの初期濃度（ucRNA
の発現量）を以下の数式を用いて比較 CT法により算出した。ucRNAの発現量 = 2 –Δ
ΔCT, ΔΔCT ＝ ΔCT 腫瘍組織－ΔCT 背景肝組織, ΔCT ＝ CT ucRNA－CT U6 。対応する背景肝
組織に対する腫瘍組織での ucRNA の発現量と p-value を用いて volcano plot を作成
した。 
 
9, 肝癌組織および細胞株における個々の ucRNAの発現解析 
肝癌組織および細胞株から抽出した RNAを超純水を用いて 50 ng/μlの濃度に調整
した。50 ng/μl の RNA 溶液 50 μlを DNA-freeTM kit(Invitrogen)を用いて DNase
処理を行った。逆転写酵素（High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied 
Biosystems)を用いて相補的 DNA(cDNA)を合成した。テンプレート cDNA 溶液を 0.02 
μl、プライマーセット 2 μl（最終濃度 300 nM）、PCR マスターミックス（Power 
SYBR Green; Applied Biosystems） 2.5 μl、超純水 0.48 μl を添加し、リアル
タイム PCRシステム（StepOne Plus Real Time PCR System; Applied Biosystems)
を用いて解析した。反応条件として、50 ℃ 2分、95 ℃ 10分の初期変性ののち、変
性を 95 ℃ 15秒、アニーリングと伸長反応を 60 ℃ 1分で計 50サイクル施行し蛍光
シグナルを検出した。各増幅曲線から threshold cycle 数（CT）を決定し、テンプレ
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ート cDNA の初期濃度（ucRNA の発現量）を以下の数式を用いて比較 CT 法により算出
した。ucRNAの発現量 = 2 –ΔΔCT, ΔΔCT ＝ ΔCT 腫瘍組織－ΔCT 背景肝組織, ΔCT ＝ CT 
ucRNA－CT U6 。 
 
10, ucRNA に対する siRNAの設計 
超保存領域のセンス鎖からの転写産物を想定し、既報の siRNA設計ガイドライン 21)
に沿って個々の ucRNAについて 3種類の siRNAを設計した。それぞれの siRNA および
negative controlの配列を表 1に示した。 
 
11, ヒト肝癌細胞株への siRNAの導入 
エレクトロポレーション（ 4D-NucleofectorTM および SF Cell Line 4D-
Nucleofector™ X Kit, いずれも Lonza, Basel, Switzerland）を用いてヒト肝癌細
胞株に siRNAを導入した。ヒト肝癌細胞株をトリプシン処理で回収し、2×106個の肝
癌細胞株を遺伝子導入試薬（cell line solution, SF Cell Line 4D-Nucleofector™ 
X Kit）100 μl で懸濁した。10 μM に調整した 2 μl の siRNA あるいは negative 
controlを 2 μl添加して、4D-Nucleofector™ X ユニット(Lonza)を用いて推奨のプ
ロトコル（EH-100）でエレクトロポレーションを行った。10分静置後、ダルベッコ液
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体培地 10 ml に懸濁して 10 cmのコラーゲンコートディッシュに培養した。エレク
トロポレーション後 8時間で培地を交換し、48時間後に解析に用いた。 
 
12, 細胞増殖アッセイ 
ヒト肝癌細胞株をトリプシン処理して回収し、10 cm のコラーゲンコートディッシ
ュに 8000 個/ディッシュの濃度で培養した。72 時間後に細胞をトリプシンですべて
回収し、トリパンブルー染色を行い、セルカウンター（TC20TM全自動セルカウンター, 
Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を用いて生存細胞数を測定した。 
 
13, 網羅的遺伝子発現プロファイリング 
肝癌組織に特異的に発現する ucRNAの制御する遺伝子群を探索するため、網羅的遺
伝子発現解析を行った。HepG2細胞に ucRNAに対する siRNAおよび negative control
をエレクトロポレーションで導入し、48 時間後に TRIzol reagent を用いて RNA を
抽出し、cDNAマイクロアレイ（GeneChip Human Gene 2.0 ST Array, Affymetrix, 
Inc., Santa Clara, CA, USA）を用いて網羅的遺伝子発現を解析し、MicroArray Data 
Analysis tool (Filgen, Inc., 名古屋)を用いてデータ抽出と解析を行い、有意な発
現変動を示す遺伝子群を同定した。The Database for Annotation, Visualization 
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and Integrated Discovery (DAVID ) v6.822, 23) (https://david.ncifcrf.gov/)を用
いてこれら遺伝子群のジーンオントロジー解析を行い、ucRNA の関与する生物学的機
能の同定を試みた。 
 
14, アポトーシスアッセイ 
ヒト肝癌細胞株におけるアポトーシスの誘導を Caspase-3/7 アッセイ（Caspase-
Glo 3/7 Assay, Promega, Madison, WI, USA)を用いて検討した。96穴の細胞培養
プレート (Corning, New York, NY, USA)にヒト肝癌細胞株を 5000個/100 μl/well
の濃度で播種し、24 時間後に、2.5 μM の ソラフェニブを含有する培地に交換して
培養した。24時間後に Caspase-3/7アッセイ試薬 100 μl混和し、1時間後にルミノ
メーター(Luminoskan Ascent; ThermoFisher Scientific)でルミネッセンスを測定し
た。既報ではソラフェニブにより肝癌細胞株のアポトーシスが惹起される報告 24）が
あり、アポトーシスを惹起するために本研究でもソラフェニブを混和した。 
 
15, 細胞接着アッセイ 
ヒト肝癌細胞株をトリプシン処理で回収し、血清を含まないダルベッコ液体培地で
24穴のコラーゲンコートプレートに 5000個ずつ播種した。30分培養後、接着してい
19 
 
ない細胞を取り除くために無血清培地で穏やかに 3回洗浄した。光学顕微鏡で各ウェ
ルあたり 5視野撮影し、接着細胞数を計測した。接着細胞数 /5000個を細胞接着率と
して算出した。 
 
16, 統計解析 
2群間の平均値の比較に Student's t検定および ANOVAを用い、p <0.05 を有意と
した。また、後に示す表 3の性別、背景疾患、肝硬変の有無の評価の際に Pearson’s 
χ2検定も行った。 
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Ⅵ、研究結果 
1, 肝細胞癌に特異的に発現する ucRNA 
肝細胞癌の切除検体（n = 9）の腫瘍組織と対応する背景肝組織から RNA を抽出し、
カスタム PCR アレイを用いて 95 個の ucRNA の発現を解析し、肝細胞癌において特異
的に発現変動を認める ucRNAの同定を試みた。背景肝組織と比較しての腫瘍組織にお
ける ucRNAの発現と p-value を用いて volcano plot を作成した（図 2）。51 個の ucRNA
が 2 倍以上の発現上昇、41 個の ucRNA が 1/2 以下の発現低下を示した。これらのう
ち、uc.353 が腫瘍組織において背景肝組織と比べて 8.4 倍の有意な発現上昇を示し
た(p = 0.0217)。uc.353 は、第 13番染色体長腕に位置する計 323塩基の超保存領域
であり、タンパクコード遺伝子の間に存在する（図 3）。既知の遺伝子とオーバーラッ
プせず、約 33 万塩基上流に遺伝子 DACH、約 52 万塩基下流に遺伝子 FLJ22624 が存在
する。uc.353の転写産物がタンパク質をコードする可能性を明らかにするため、その
配列を GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html)25)を用いて解析したが、タン
パク質やペプチドとして翻訳されうる配列は認められなかった。超保存領域 uc.353
の転写産物を TUC353と名付け、さらなる解析を行うこととした。 
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2, 肝細胞癌における TUC353 の発現 
肝細胞癌切除検体 （n = 14）を用いて定量 PCR を行い腫瘍組織における TUC353の
発現を検討した。患者の背景因子を表 2 に提示した。平均年齢は 70 才 (54－77 才)
で、男性 11 人(79%）、女性 3 人(21%)であった。背景肝疾患の内訳は、B 型肝炎 1 例 
(7％）、C型肝炎 8例 (57％）、アルコール 2例 (14％）、その他非 B非 Cが 3 例 （21％）
であった。病理学的に肝硬変を合併した症例は 9 例 (60％)であった。平均腫瘍径は
47.1 mm (10-100 mm)で、単発 12例 (86 %)、多発 (2個) 2例 (14 %)であった。腫
瘍マーカーの中央値はそれぞれ、AFP 7.6 ng/dl, PIVKA-II 95.5 mAU/ml, AFP-L3 
8.5 %であった。切除検体（n = 14）の腫瘍組織における TUC353の発現を waterfall 
plotとして示す（図 4）。10例 (71.4 %)において、背景肝組織と比較して TUC353は
高発現を示した。平均の TUC353発現量は 6.7 倍 (range: -7.62 - 23.677)であった。
背景肝で検討すると、肝炎症例と肝硬変症例の非癌部での TUC353 の発現は有意な差
を認めなかった。TUC353 の発現高値は肝発癌と関連するものであると示唆された。 
TUC353 の発現を平均で 2 群に分けて検討すると、TUC353 高発現の群で、腫瘍径が
大きく、AFP, AFP-L3 分画が高値の傾向を示した（表 3）。年齢、性別、背景肝疾患で
は有意な差を認めなかったが、TUC353 高値では肝硬変が有意に多いという結果が認
められた。 
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腫瘍マーカーおよび病期と TUC353の発現量の関連を検討した（図 5）。AFP-L3分画
が高値の群において、TUC353 の発現量が統計学的に有意に高値であることが示され
た (p = 0.029)。その他の腫瘍マーカーおよび TNM 分類による臨床病期においては
TUC353発現量との明らかな関連は認められなかった。 
  
3, ヒト肝癌細胞株における TUC353の発現 
ヒト肝癌細胞株 HepG2、PLC/PRF/5、Huh-7、Hep3B における TUC353の発現を定量 PCR
を用いて測定し、ヒト正常肝細胞 HuS-E/2との比として算出した（図 6）。検討した 4
種の肝癌細胞株のうち 3 種で高発現を呈しており、その発現量は HuS-E/2 細胞と比較
して HepG2、Huh-7、Hep3B でそれぞれ 12.5倍、13.4倍、13.5倍であり、細胞株にお
いても TUC353の高発現が確認された。 
 
4, TUC353 発現抑制の肝癌細胞増殖に対する効果 
TUC353に対する siRNA を 3種類設計し (TUC353 siRNA-1, TUC353 siRNA-2および
TUC353 siRNA-3)、ヒト肝癌細胞株 HepG2、Huh-7、Hep3B に導入して細胞増殖アッセ
イを行い、その細胞増殖に対する影響を検討した。 
TUC353 siRNA-3 を導入した場合において、ヒト正常肝細胞よりも低発現を示す
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PLC/PRF/5も含めて、4種すべての細胞株で細胞増殖の抑制が認められた（図 7）。siRNA
によるノックダウンの効率の確認は行っていないが、siRNA-1 や siRNA-2 では、各肝
癌細胞株の細胞増殖に与える影響にばらつきがあったが、siRNA-3 は一貫して
negative control よりも細胞増殖を抑制しており、最もノックダウンをもたらす
siRNAと判断した。 
 
5, TUC353 が関与する生物学的機能の探索 
肝癌組織に特異的に発現する TUC353 の関与する生物学的機能を探索するため、
TUC353 の制御する遺伝子群を、Affymetrix 社の cDNA マイクロアレイを用いて網羅
的に解析した。TUC353 siRNA-3を用いて HepG2細胞の TUC353発現を抑制し、negative 
controlと比較した。TUC353 の抑制により、計 527 個の遺伝子が 2倍以上の発現変動
を示し、181個に発現上昇を、346個に発現低下を認めた（図 8A）。DAVID functional 
gene classification tool を用いてこれら遺伝子群の遺伝子オントロジー解析を行
うと、15 のオントロジーエンリッチメントが抽出された（図 8B）。興味深いことに、
これらのオントロジーのうち、2 個は転写活性に関与するものであり、また、アポト
ーシス、細胞接着に関与するオントロジーが含まれていた（表 4）。 
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6, TUC353 発現抑制のアポトーシスに対する効果 
HepG2 細胞をソラフェニブ処理して誘導されるアポトーシスに対する TUC353 の影
響を検討した。TUC353 siRNA を HepG2細胞に導入したのち、2.5 μMのソラフェニブ
を添加培養し、アポトーシスの誘導を Caspase-3/7 アッセイ（Caspase-Glo 3/7 
Assay; Promega)を用いて検討した（図 9）。TUC353 の発現抑制により、Caspase-3/7
活性はコントロールと比較して 25 ％亢進し (p = 0.014)、TUC353がアポトーシス感
受性に関与することが示唆された。 
 
7, TUC353 発現抑制の細胞接着に対する効果 
HepG2細胞において TUC353 発現抑制の接着能に対する影響を検討した。HepG2細胞
に TUC353 siRNA-3を導入し、コラーゲンコートディッシュへの接着性を計測した（図
10）。TUC353発現抑制により、HepG2細胞の接着性が 30 %低下し、細胞接着への関与
が示唆された。 
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Ⅶ、考察 
本研究において、14人の患者検体での網羅的な検討により、肝細胞癌に特異的に高
発現する新規の long non-coding RNAとして TUC353 の存在が明らかにされた。TUC353
の発現は、肝細胞癌の悪性度に関連する腫瘍マーカーである AFP-L3 分画と相関して
いた。TUC353の発現は肝臓の線維化の進行による肝炎、肝硬変の過程での上昇は認め
られず、TUC353の発現は肝発癌における変動を示しているものと考えられる。つまり、
TUC353の発現は、肝癌の carcinogenesis(正常肝→肝炎→肝硬変→肝癌発生→肝癌進
展)においては肝癌の発生の段階での指標になりうると考えられる。一方で AFP-L3分
画高値と TUC353高値の有意な関連も認められ、また TUC353の発現が高値では、脈管
侵襲があることが多い傾向にあり、TUC353 の発現は肝発癌及び肝癌の進展の両者に
関連しているものと考えられる。遺伝子の網羅的解析から、TUC353の発現調節により
影響を受ける遺伝子群の機能として、転写、アポトーシス、細胞接着などが関与して
いることが明らかとなった。さらに、in vitro の検討において、肝癌細胞で TUC353
の発現を抑制すると、細胞増殖が抑制され・アポトーシスが誘導され・細胞接着が抑
制された。TUC353 の肝細胞癌における発現異常とその生物学的機能への関与は、
TUC353が肝細胞癌の悪性度を評価する新規のバイオマーカー、さらに、肝癌増殖を制
御する治療標的となり得る可能性が示唆された。また、本研究で報告した TUC353 の、
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他の癌腫における異常発現の報告も見られず、本研究が TUC353 の癌における異常発
現の初めての報告となる 26)。 
生物進化の過程で複数の生物種で完全に保存された領域は、生物の生存に極めて重
要な役割を担うと推測される。本研究で解析に用いた 95 の超保存領域はタキフグに
おいても完全に保存されている 16)。魚類とヒトの共通の祖先が存在した 4 億年前から
長期にわたる多様な種の進化の過程で保存される領域がタンパク質をコードしない
理由を説明することは困難であるが、生存に必須の遺伝子の発現調節に関与するであ
ろうことが想定される。これらの超保存領域の転写産物である ucRNAの発現異常が発
癌や腫瘍の進展に関与するであろうことは想像に難くなく、実際に白血病や大腸癌な
どでの発現異常が報告されている 17)。 
2011 年に Braconi らは、マイクロアレイチップを用いた ucRNA の網羅的検討を行
い、正常肝細胞株と比較して肝癌細胞株 HepG2 に高発現する TUC338 を発見した 27)。
TUC338 はタンパクコード遺伝子 PCBP2 のエクソン 8 とオーバーラップしているがそ
の転写は独立しており、細胞周期関連遺伝子を制御することが報告された。しかしな
がら、ヒト肝癌組織における発現は約 24 ％と低頻度であり、TUC338の関与は一部の
肝細胞癌患者に限られていた。本研究では、肝細胞癌の切除標本を対象にカスタム PCR
アレイを用いて ucRNAの網羅的探索を行ったため、より関与の大きい ucRNA を同定す
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ることが出来た。 
近年、タンパク質をコードせず RNA分子自体が生理活性を有すると考えられる non-
coding RNA 研究の報告がめざましく、様々ながんの発生と進展へこれらが深く関与
していると考えられている。non-coding RNAのうち、miRNAと呼ばれる 18-24塩基程
度の短い RNA は、messenger RNA の 3’非翻訳領域に相補結合して翻訳を阻害するこ
とで、その遺伝子発現を抑制する。1993年に C.elegans で発見されて以降、ヒトを含
む種々の生物種で１万 7 千種類以上の miRNA が報告されている 28)。がんに関連する
miRNA として、発がん・がんの進展に促進的に働く miR-21 などの onco miRNA、抑制
的に働く miR-34などの tumor suppressor miRNA が報告され、肝細胞癌においてもそ
の発現異常が報告され、バイオマーカー、あるいは、RNA 創薬としての臨床応用が進
行中である 29)。 
一方で、網羅的なトランスクリプトーム解析により long non-coding RNA の発見の
報告が数多くなされ、これらの RNAが種々の遺伝子の発現調節に関与していることが
明らかにされている。2012 年には Derrien らにより long non-coding RNA の全体像
が同定され、ヒトの遺伝子において、全体で 14880 個の転写産物が 9277 の遺伝子座
に分類されることを報告した 30)。一部の long non-coding RNAは miRNA と同様に発癌
および癌の進展に重要な役割を担うことが明らかにされつつあり、肝細胞癌において
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も H1931), HOTAIR32), MALAT-1 33, 34), HULC 35), MEG336)などの long non-coding RNA の
発現異常と発癌への関与が報告されている。messenger RNA の 3’非翻訳領域に相補
結合して翻訳を阻害する miRNA についてはその作用機序と生物学的機能が詳細に検
討されているが、long non-coding RNAの作用機序はほとんど明らかにされていない。
long non-coding RNAの機能発現の機序として、RNA結合タンパクに結合してその作
用を制御すること、転写因子のように遺伝子のプロモーター領域に結合して遺伝子の
転写を調節すること、切断されて miRNAを発現することなどが報告されている。既報
の ucRNAにおいてその機能発現の機序は全く明らかにされていない。一部の RNA結合
タンパクは複雑な二次構造を認識するものが報告されており 37)、一塩基の違いでも
RNA の二次構造は変化して RNA 結合タンパクとの結合性を失うことから、ucRNA が生
存に必須の RNA結合タンパクと相互作用することが、超保存領域が進化の過程で長期
に保存されている理由の一つかもしれない。 
今回私は、遺伝子の網羅的解析より、TUC353の発現に関与する反応として、細胞増
殖・アポトーシスの誘導・細胞接着を同定した。細胞接着や細胞死に関連する long 
non-coding RNAについて、2015年に Huangらにより long non-coding RNA TUG1 が肝
癌で高発現しており、Kruppel-like factor2(KLF2)を抑制することで細胞増殖や細胞
死を誘導することを報告されている 38)。また、その TUG1 は肺の非小細胞癌では発現
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が低下しており、食道扁平上皮癌で発現が上昇していることが報告されており、様々
な癌腫で発現異常を来していることが示唆される 39, 40)。肺の非小細胞癌に影響を及
ぼす経路としては、ホメオボックス B7(HOXB7)を制御し、さらに AKT及び MAPK経路に
関与する機序が報告されている。また、Wangらは同様に long non-coding RNA UCA1
が肝癌組織では高発現し、その抑制により肝癌細胞株の増殖及び転移を阻害すること
を報告し、さらに UCA1は miR-216bと結合し、miR-216bの阻害効果を逆転させること
も示した 40)。つまり、long non-coding RNAは様々な癌腫によりそれぞれ異なった発
現の傾向を示し、その生物学的機能に与える影響も必ずしも単一の経路ではなく多様
な機序により影響をもたらすことが推測される。また、悪性腫瘍の領域のみならず、
DiGeorge 症候群の原因遺伝子から発現する DGCR542)、アルツハイマー病のβ-セクレ
ターゼ 1 アンチセンス転写物(BACE1-AS)43)などの良性疾患において関連する long 
non-coding RNA の報告もあり、miRNAでは関節リウマチでは miR-16, miR-132, miR-
146, miR-155 の発現が亢進していることが報告 44)され、全身性エリテマトーデスに
おいては miR-196a, miR-17-5p, miR-409-3p, miR-141, miR-383, miR-112, miR-184
の増加、miR-189, miR-61, miR-78, miR-21, miR-142-3p, miR-342, miR-299-3p, 
miR-198, miR-298 の低下 45)が報告されているなど、様々な免疫疾患での発現異常が
報告されており、long non-coding RNA や miRNA の関連が及ぶ疾患は多岐にわたる。
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さらに、long non-coding RNA は、ヒトゲノムにおいてタンパク質をコードしない領
域からの転写産物のうちの 200塩基未満の miRNAとも相互に作用している報告もみら
れ、long non-coding RNAと miRNAという転写および翻訳調節において役割を果たし、
多くの疾患、特に癌に関与している両者の相互作用にも関心が高まっている 46)。タン
パク非コード領域からの転写産物の全体像の同定、様々な癌腫・組織によって異なっ
た発現異常を示す転写産物の同定やその機能・機序の同定など、今後、明らかにされ
るべき課題は数多く残されている。non-coding RNA の研究により、解析の進んでいな
い疾患群の病態解明や、新規の治療標的を同定できる可能性がある。 
 今回私は、long non-coding RNA の中で、複数の生物種において保存された領域か
ら転写される ucRNAとして、肝細胞癌において発現の異常を示す TUC353を同定した。
TUC353に制御される遺伝子群が、転写・アポトーシス・細胞接着に関与することを示
した。さらに、TUC353 の発現の抑制により、細胞増殖が抑制され、細胞死が亢進し、
細胞接着能が低下することを示し、TUC353 が肝細胞癌の新規バイオマーカーや治療
標的となりうる可能性を明らかにした。 
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表１ 作成した siRNA の塩基配列 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
siRNA 塩基配列 
TUC353 siRNA-1 sence 5’-GCU UAC AUG CUU UCA UUG UTT-3’ 
TUC353 siRNA-1 antisence 5’-ACA AUG AAA GCA UGU AAG CTC-3’ 
TUC353 siRNA-2 sence 5’-GAU UGU UAG GCU UUU GAA UTT-3’ 
TUC353 siRNA-2 antisence 5’-AUU CAA AAG CCU AAC AAU CTT-3’ 
TUC353 siRNA-3 sence 5’-CCA AUA GUU AGA AUA AAC UTT-3’ 
TUC353 siRNA-3 antisence 5’-AGU UUA UUC UAA CUA UUG GTC-3’ 
negative control sence 5’-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3’ 
negative control antisence 5’-ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT-3’ 
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表 2 解析を行った患者 14 名の臨床的背景 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
臨床的特徴 (n=14) 中央値  
 年齢 年 70 (54-77) 
 性別 男性 11 (79 ％) 
  女性 3 (21 ％) 
 背景疾患     
   
  HBV 1 (7 ％) 
  HCV 8 (57 ％) 
  アルコール性 2 (14 ％) 
  非 B 非 C 3 (21 ％) 
 肝硬変   9 (64 ％) 
 腫瘍径 (mm)   38.5 (10-100) 
 腫瘍個数 単発 12 (86 ％) 
 多発 2 (14 ％) 
 AFP (中央値, ng/ml)   7.6 (2.5-761.9) 
 PIVKA-Ⅱ (中央値, mAU/ml) 95.5 (18-19542)  
 AFP-L3 (中央値, ％) 8.5 (0.5-83.4) 
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表 3 TUC353 の発現による背景の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
臨床的特徴 (n=14) TUC353 低値  
中央値 (range) 
TUC353 高値 
中央値 (range) 
p 値  
年齢 71.5 (68-77) 69 (54-79) 0.146 
性別 (男性：女性) 5:3 5:1 0.393  
背景疾患    
(HCV：HBV：アルコール：非 B 非 C) 5:1:1:1 3:0:1:2 0.664  
肝硬変 (あり：なし) 3:5 6:0 0.016 ＊ 
腫瘍径 38.5 (12-100) 50 (10-100) 0.229  
AFP (ng/ml) 7.6 (2.6-4141) 40.55 (3.5-761.9) 0.225 
PIVKA-Ⅱ (mAU/ml) 372 (18-19542) 95.5 (19-10530) 0.197 
AFP-L3 分画 (％) 2.7 (0.5-83.4) 15.4 (0.5-29.6) 0.348 
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表 4 細胞接着、細胞死、転写活性に関与する遺伝子群 
adhesion apoptosis transcription 
  
transcription 
related with 
RNA 
polymerase II 
ANLN C1RL BCL6 HIPK2 SMURF2 BHLHE41 
ANXA1 C2 BHLHE41 HMGA2 SNCA CEBPA 
CDH1 C4A BNC2 HMGB2 SP100 E2F8 
GPRC5A C4B CAV1 HNF1B TADA2A EGR1 
MMP24 C8G CEBPA HOXD8 TAF7 ETS1 
NDRG1 CCL2 CENPU ISL1 TCEAL8 ETV4 
PFKP CFB COPRS KLF10 TENM2 ETV5 
PPME1 ISHG1 E2F7 MAP2K6 TP53INP1 FOS 
RPS26 
 
E2F8 MITF TSC22D2 FOSL1 
SORBS1 
 
EGR1 NFE2L3 ZHX2 FOXA2 
TMEM47 
 
ETS1 NFIB ZNF229 HMGA2 
VASN 
 
ETV4 NKX3-1 ZNF300 HOXD8 
  
ETV5 NR1H4 ZNF385A ISL1 
  
FHL2 PFDN1 ZNF480 MITF 
  
FOS POLR3C ZNF613 MYBL1 
  
FOSL1 POU4F1 ZNF649 NFE2L3 
  
FOXA2 PPARG ZNF827 NFIB 
  
FOXL1 PTTG1 ZNF93 NR1H4 
  
HDAC11 SMAD5  POU4F1 
    
 PTTG1 
    
 SCAF1 
    
 TADA2A 
    
 TAF7 
    
 TGFB1I1 
    
 TRIP13 
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図 1. (A) 超保存領域の種類とカスタム PCRアレイ作成における候補領
域の選定 (B) カスタム PCRアレイに選定した超保存領域領域 
 
図 2. ヒト肝癌組織における ucRNAの発現 
肝癌切除検体（n = 9）の腫瘍組織と背景肝組織から RNAを抽出し、カスタム PCRア
レイを用いて、ucRNA の発現を網羅的に解析した。背景肝組織に対する腫瘍組織の
ucRNAの発現量の比と p-valueを用いて volcano plot を作成した。 
 
図 3. UCSC ゲノムブラウザ(http://genome.ucsc.edu/)上の uc.353 
uc.353とオーバーラップするタンパクコード領域は報告されていない。 
 
図 4. ヒト肝癌組織における TUC353の発現 
肝癌切除検体(n = 14)の腫瘍組織と背景肝組織から RNA を抽出し、定量 PCR を行い
TUC353 の発現を定量した。各症例の背景肝組織に対する腫瘍組織の TUC353 発現量の
比をもちいて waterfall plot を作成した。 
 
 
41 
 
図 5. 腫瘍マーカー・臨床病期と TUC353 発現量 
(A) AFP、(B) PIVKA-II、(C) AFP-L3分画、(D) TNM 分類の値により 2群に分類し、
それぞれ TUC353 の発現との関連を比較した。Y 軸に TUC353 の発現を log2(fold 
change)で示し、X軸にそれぞれの項目毎の分類を記載した。 
 
図 6. ヒト肝癌細胞株における TUC353 の発現 
ヒト肝癌細胞株 PLC/PRF/5, HepG2, Hep3B, Huh-7 および正常ヒト肝細胞 Hus/E2 から
RNAを抽出し、定量 PCRを行い TUC353の発現を定量した。ヒト肝癌細胞株のヒト正常
肝細胞に対する TUC353発現量の比をプロットした。 
 
図 7. TUC353 発現抑制の肝癌細胞増殖に対する効果 
ヒト肝癌細胞株 PLC/PRF/5, HepG2, Hep3B, Huh-7に 3種の siRNA（TUC353 siRNA-1, 
-2, -3）及び negative control を導入し、72時間後の細胞増殖を自動セルカウンタ
ーで計測した。72時間後の細胞数を播種した細胞数の比としてプロットした。それぞ
れの p 値は最も細胞増殖を抑制した siRNA-3導入による変化と negative control 導
入した変化との増殖抑制効果の有意差を示したものである。 
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図 8. TUC353 の発現抑制により変動する遺伝子発現プロファイル 
(A) HepG2 細胞に TUC353 siRNA-3および negative control をエレクトロポレーショ
ンで導入して 48 時間後に RNA を抽出し、Affymetrix 社の cDNAマイクロアレイを用
いて網羅的遺伝子発現を解析した。 
（B）TUC353 発現抑制で変動した遺伝子のオントロジー解析。The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID ) v6.8 を用いて
TUC353 発現抑制で変動する遺伝子群のジーンオントロジー解析を行い、抽出された
オントロジー。 
 
図 9. TUC353 のソラフェニブで誘導されるアポトーシスへの影響 
HepG2 細胞に TUC353 siRNA-3 を導入後、ソラフェニブ処理を行いアポトーシスを誘
導した。Caspase-3/7アッセイキット（Caspase-Glo 3/7 Assay; Promega)とルミノ
メーター(Luminoskan Ascent; ThermoFisher Scientific)を用いてルミネッセンスを
測定しアポトーシスを定量した。n=4で検討した。 
 
図 10. TUC353 の細胞接着への影響 
HepG2 細胞に TUC353 siRNA-3 を導入し、24 時間後にトリプシン処理で回収し、コラ
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ーゲンコートプレートに播種した。30 分培養後に接着した細胞を光学顕微鏡で計測
し、細胞接着率を算出した。n=1でその 5視野で検討を行った。 
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n=1 
5 視野で検討 
